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(57) Abstract 



Conventional liposomes which are used for transporting pharmaceutical active agents in eukaryotic cells or for lipofection can only 
be preserved for a limited period, are not acid-stable and require a number of set parameters in order to achieve satisfactory results. Less 
sensitive liposomes are therefore highly desirable. TTie hiventive tetraetherUpid derivatives are very stable and arc well suited to lipofection. 

(57) Zusammenfassung 

Herkdmmliche Liposomen, die zum Transport von phaimazeutischen Wirkstoffen in eukaiyontische Zellen oder zur Lipofektion 
vcrwendet werden, sind nur begrenzt haltbar, nicht sSiurestabil und erfordem die Bestimmung einer Vielzahl von Parametem, damit 
zufriedenstellende Ergebnisse erzielt werden kannen. Die Entwicklung weniger empfindlicher Liposomen ist daher wtinschenswert 
ErfindungsgcmaB werden Tetraedierlipidderivate bercitgestellt, die schr stabil und gut zur Lipofektion gceignct sind. 
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Tetraetherlipidderivate und Tetraetherlipidderivate enthaltende Liposomen und 
Lipldagglomerate sowie deren Verwendung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Tetraetherlipidderivate, die erfindungsgemaBen 
Tetraetheriipidderivate enthaltende Liposomen und Lipldagglomerate und deren Ver- 
wendung. 

In derwissenschaftlichen Forschung besteht ein grofJer Bedarf an Verfahren zur Trans- 
fektion von Zellen in Zellkultur und multizellularen Organismen mit Nukieinsauren. Die 
herkemmlichen Verfahren wie Elektroporation, DEAE- und "Calciumphosphat"- 
unterstutzte Transfektion, Mikroinjektion Oder ballistische iVIethoden haben den Nachteil, 
dali sie oft nur geringe Transfektionseffizienzen erreichen. die Zelluberlebensraten sehr 
gering sind und/oder, daB sie nicht an IVIehrzetlem durchfuhrbar sind. Virale und retrovi- 
ral Transfektionssysteme sind zwar effizienter. bergen aber eigene Risiken. wie z.B. 
eine erhdhte Imnnunantwort oder eine unkontrollierte Integration in das Zielgenom. Die 
Transfektion von nicht-viralen Nukieinsauren mit Hilfe von Liposomen. auch Lipofektion 
genannt. stellt daher eine erfolgreiche und bereits haufig angewandte Alternative zu den 
oben beschriebenen Verfahren dar, 

Liposomen sind kQnstlich hergestellte uni- oder multilamellare Lipidvesikel, die einen 
waBrigen Innenraum umschlielien. Sie sind im allgemeinen biologischen Membranen 
ahnlich und werden daher nach Anlagerung an dieselben oftmais leicht in die Membran- 
struktur integriert. Bei dieser Membranfusion wird der inhalt des Liposomeninnenraums 
in das von der biologischen Membran umschlossene Lumen entladen. Alternativ werden 
die Liposomen durch endocytotische Vorgange in das Cytosol der zu transfizierenden 
Zelle gebracht; sie werden anschlieliend entweder im Cytosol zerstort oder treten als 
solche in Wechselwirkung mit der Kemmembran. Im letzteren Fall sind die im waRrigen 
Innenraum des Liposoms enthaltenen Verbindungen weitgehend gegen proteolytische 
Oder nukleolytische Angriffe geschutzt. 

Liposomen konnen daher als Transportvehikel fur Stoffe. wie z.B. Nukieinsauren und 
Pharmazeutika benutzt werden. So stellt z.B, die Kosmetikindustrie Liposomen-haitige 
Hautcremes her, die Wirkstoffe zielgerichtet in die Epidermis und tiefer gelegene Zell- 
schichten transportieren. Zur Herstellung von Liposomen werden hauptsachlich naturii- 
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Che Lecithine aus Sojabohnen oder Eigelb bzw. definierte naturliche Oder kunstliche 
Phospholipide. wie Cardiolipin. Sphingomyelin. Lysoleclthin und andere venA^endet. 
Durch Variation der polaren Kopfgnjppen (Cholin. Ethanolamin. Serin. Glycerin. Inosit). 
der Lange und der SSttigungsgrade der Kohienwasserstoffketten werden GroEe. Stabili- 
tat und FahigkeitzurAufnahme und Freisetzung der assoziierten MolekQIe beeinfluRt. 

Einerderwesentlichen Nachteiie der bis heute bekannten Liposomen ist ihre geringe 
Stabilitat. Aus normalen Doppelschlcht-bildenden Phopholipiden gebildete Liposomen 
sind auch im gekQhIten Zustand nur kurze Zelt haltbar. Ihre Lagerstabilitat mt sich zwar 
Z.B. durch Einbeziehen von Phosphatidsaure erhohen. jedoch ist die somit verbesserte 
Stabilitat tor viele Zwecke immer noch unzureichend. Aulierdem sind herkommliche Li- 
posomen nicht saurestabil und daherweder fur den Transport pharmazeutischer Wirk- 
stoffe geeignet. die nach oraler Verabreichung den Magen passieren, noch fur die Lipo- 
somen-unterstiitzte DNA-Transfektion unter leicht sauren pH-Bedingungen. 

Fur wissenschaflliche und medizinische Lipofektionen in Saugerzellen werden Liposo- 
men-bildende Lipidmischungen. z.B. Lipofectamin®, Lipofectin® oder DOTAP®. haufig 
benutzt. Neben den bereits erwahnten Nachteilen ist mit ihrer Anwendung die Notwen- 
digkeit verbunden, eine Vielzahl von Parametem (z.B. Zelldichte. Nukleinsauremenge. 
Anteil der zugesetzten Lipide, Volumen des Liposomenansatzes etc.) genau zu bestim- 
men. weil es nur ein sehr enges Parameteroptimum gibt, bei dem ausreichende Trans- 
fektionseffizienzen erreicht werden kOnnen. Dadurch werden Transfektionen unter Ver- 
wendung kommerzieller Lipofektionsreagenzien sehr aufwendig und kostenintensiv. 
Desweiteren sind bei den obengeannten Produkten grofte Variationen zwischen den 
einzelnen Chargen zu beobachten. was sie in der Praxis wenig veriSBIich macht. 

Aufgabe der voriiegenden Erfindung ist es daher, Lipofektionsmittel mit grolierer me- 
chanischer und chemischer Stabilitat und damit veriangerter Lagerfahigkeit herzustellen. 
die eine einfache und veriaftliche Anwendbarkeit ermoglichen. 



Diese Aufgabe wird erfindungsgemafi gelost durch das Bereitstellen von Tetraetheriipid- 
derivaten (im folgenden auch als "TEL-Derivate" abgekurzt) mit der allgemeinen For- 
mel (I): 




wobei und gleich Oder verschieden sein konnen und jeweils die folgende 
Bedeutung haben; 




und 

Y kann -NR^R^ oder -N^R^R^R^ bedeuten; 



und konnen gleich Oder verschieden sein und sind jeweils unabhan- 
gig voneinander ausgewahit aus der Gaippe. die ein verzweig- 
tes Oder unverzweigtes Alkylen oder Alkenylen mil 2 bis 20 Koh 
lenstoffatomen umfallt; 

R' bis R^ konnen gleich oder verschieden sein und sind jeweils unabhan- 
gig voneinander ausgewahit aus der Gruppe. die umfaBt: Was- 
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serstoff. verzweigte Oder unverzweigte AlkyI-, Alkenyl-. Aralkyl- 
oder Arylgmppen mit 1 bis 12 Kohlenstoffatomen. wobei jeweils 
einer der Reste bis R^ welter einen Antikorper gegen 
ZelloberfiachenmolekQIe Oder einen Liganden fur Zelioberfia- 
chen-Rezeptoren umfassen kann; und 

n kann eine ganze Zahl zwischen 0 und 1 0 bedeuten. 

sowie durch Bildung von Pentazyklen im TetraethergmndgerOst gebildete Modl- 
fikationen davon. 



Das Lipidgertist der erfindungsgemaiXen Tetraetherlipidderivate besteht aus einem 72- 
gliedrigen Makrotetraetherzyklus. dessen Gmndgerust ein Dibiphytanyi-diethyi-tetra- 
etherheterozyklus ist. In diesem sind die m-Kohlenstoffatome der Phytanylketten von je- 
weils 2 DiethermolekQIen kovaient miteinander verbunden. Tetraetherlipide sind bereits 
bekannt und bisher ausschlieBlich in Arclnaebakterien nachgewiesen worden. In Abhan- 
gigkeit z.B. von der Zuchtungstemperatur konnen sich innerhaib der Dibiphytanylketten 
Pentazyklen ausbilden, die dem Lipid einen spezifischen pliysiko-chemisciien Charakter 
geben. Mit jeder Pentazyklisiemng verliert das Grundgerust zwei Wasserstoffatome. Ei- 
ne Zusammenfassung aller bisher bekannten Basisstrukturen archaebakterieller Lipide 
Ist in Langworthy und Pond (System Appl. Microbiol. 7. 253-257, 1986) enthalten. 

Das natQrIich vorkommende Lipidgerust ist nunmehr erfindungsgemaE derivatisiert wor- 
den. urn for den Einbau in zur Transfektion vorgeselnene Liposomen oder Lipidagglome- 
rate geeignet zu sein. Dazu werden Seitenketten eingefuhrt, die entweder per se durch 
Ausbildung quaternarer Ammoniumsaize oder unter physiologischen Bedingungen. d.h, 
bei einem pH von 7.35 bis 7.45. positiv geladen sind. Soicherart derivatisierte Lipide sind 
besonders gut geeignet. mit negativ geladenen Molekulen. beispielsweise Nukleinsau- 
remolekCilen. in Kontakt zu treten und sie z.B. in Liposomen einzuschliefien. Da ein mog- 
licher Verwendungszweck der erfindungsgemaiien Lipide in der Bildung von Liposomen 
Oder Lipidagglomeraten fur gentherapeutische Anwendungen liegt, konnen die erfin- 
dungsgemaften Lipide zusatzlich mit Molekulen gekoppelt werden. die das spezifische 
Andocken der Lipide an spezielle Zellen ermoglichen. Beispiele dafQr sind Antikorper 
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gegen Zelloberflachenantigene. insbesondere solche. die selektiv auf den Zielzellen ex- 
primiert werden. Mfiglich sind weiter Liganden fur Rezeptoren. die auf der Oberflache 
bestimmterZeilen selektiv anzutreffen sind. sowie biologisch aktive Peptide, die ein Or- 
gan- bzw. Zell-speziflsches Targeting in vivo ermogiichen (Ruoslati, Science, 1997). 
Letztere wurden fur die Zwecke dieser Anmeidung ebenfalis als Liganden bezeichnet. 

Der besondere Vorteil der erfindungsgemalien Tetraethertipidderivate liegt darin. daft ihr 
Lipidgerust keine Doppelbindungen enthalt und daher unempfindlich gegen Oxidation ist 
Weiterhin enthalt es statt der in Lipiden aus Eubakterien und Eukaryonten enthaitenen 
Lipidesterbindungen nur Lipidetherbindungen, die auch bei hohen Protonenkonzentra- 
tionen, wie sle z.B. im IVIagen auftreten, nicht angegriffen werden. 

in bevorzugten AusfQhrungsfcrmen sind die Substituenten S' und an beiden Enden 
des TetraetherlipldgrundgerQstes gleich. Dies ermoglicht, ausgehend von natOrlichen 
Tetraetherlipiden, die Synthese ohne zwischenzeitliche VeoA/endung von Schutzgruppen. 
Die Identitat der Substituenten S' und ist besonders bevorzugt in solclien Fallen, in 
denen keiner der Reste R^ bis R« einen Antikdrper oder Liganden fur einen Zelloberfla- 
chenrezeptor darstellt. 

In einer bevorzugten AusfQhrungsform des erfindungsgemalSen Tetraetherlipidderivates 
stent die Gruppe X' sowohl in S' als auch in S^ ein Alkylen oder Alkenylen mit 2 bis 10. 
bevorzugt mit 3 bis 6 Kohlenstoffatomen dar. in ganz besonders bevorzugten Ausfuh- 
rungsformen handelt es sich bei urn Propylen. 

Die Gruppe X^ ist ebenfalis bevorzugt ein Alkylen oder Alkenylen mit 2 bis 10, bevorzugt 
mit 3 bis 6 Kohlenstoffatomen. Auch fur X^ sind Propylenreste besonders bevorzugt. 

n kann 0 bis 10 bedeuten. In bevorzugten AusfOhrungsformen ist n 0 bis 3. ganz beson- 
ders bevorzugt 0. 

Die erfindungsgemafien Tetraethertipidderivate werden bevorzugt aus naturiichen 
Tetraetheriipiden hergestellt. die z.B. aus Archaebakterien isolierbar sind. Wie oben be- 
reits enrt/ahnt, treten in den aus naturiichen Quellen isolierten Tetraethertipiden in einem 
gewissen Umfang Pentazyklen innerhalb der Dibiphytanylketten auf. Das AusmaS der 
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Pentazyklisierung kann durch die Zuchtungstemperatur beeinfluRt werden. Normalerwei- 
se finden sich 0 bis 8 Pentazyklen pro Tetraethergrundgerust. wobei bei einer Zuch- 
tungstemperatur von 39- die meisten Lipidmolekule zwischen 1 und 5 Pentazyklen auf- 
weisen. wShrend bei einer Zuchtungstemperatur von 59° uberwiegend 3 bis 6 Pentazy- 
klen beobachet werden. Die folgende Tabelle gibt Auskunft uber die Verteilung der Pen- 
tazyklisiemng bei einer ZGchtungstemperatur von 39'C bzw. sg-C: 



TABELLE 



Anzahl der Pentazyklen 


%-Anteil bei Zuchtungs- 
temperatur von 
39" 


%-Anteil bei Zuchtungs- 
temperatur von 

59X 


0 


5.5+ 0,5 


6,6 + 0.5 


1 


17.3 + 0.4 


9,2 + 1.2 


2 


23,0 + 4.0 


9.4 +0.05 


3 


23,4 + 0.5 


17.1 + 1.4 


4 


14.8+ 1.3 


19,0+ 1.3 


5 


10,8+ 1.0 


21,6 + 0.3 


6 


3,6 + 0.0 


11.7 + 0.2 


7 


1.2 + 0.5 


4.7 + 0.3 


8 


0.5 + 0.4 


0.8 + 0.3 



in weiteren Ausfuhrungsformen des erfindungsgem^RenTetraetherlipidderivates bedeu- 
tet Y sowohl in als auch in -NR^R^. Dabei sind und bevorzugt Wasserstoff. 
verzweigte oder unverzweigte Alky!-. Alkenyl- AralkyI- Oder Arylgruppen besonders be- 
vorzugt Wasserstoff-. Methyl-. Ethyl- oder Propylgnjppen. In einer weiteren bevorzugten 
Ausfuhrungsfomn bedeutet Y sowohl in als auch In ein quatemares Ammoniumsalz. 
dessen Reste R^ R= und ebenfalls bevorzugt Wasserstoff-. verzweigte oder unver- 
zweigte AlkyI-, Alkenyl-, AralkyI- Oder Arylgnjppen mit 1 bis 12 Kohlenstoffatomen. be- 
sonders bevorzugt Wasserstoff. Methyl. Ethyl oder Propyl sind. Jewells einer der Reste 
R^ bis R® kann einen Antikorper gegen Zelloberfiachenmolekule oder einen Liganden fOr 
Zelloberfiachen-Rezeptoren umfassen. 

In besonders bevorzugten Ausfuhrungsformen hat das erfindungsgemalie Tetraetherli- 
pidderivat die allgemeine Formel (I) mit den nachstehend angegebenen Substituenten 
und S^: 
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Verbindunq A: 

und S^: -CO-NH-(CH2)3-NH2; 
Verbindunq B: 

und S^: -CO-NH.{CH2)3-N(CH3)2: 
Verbindunq C: 

S' und S^: -CO-NH-(CH2)3-N®(CH3)3 

Die erfindungsgemaBen Tetraetherlipidderivate konnen z.B. aus dem Gesamtlipidextrakt 
von Archaebakterien. z.B. dem Gesamtlipidextrakt des Archaebakteriums Thermoplas- 
ma acidophilum gewonnen werden. Thermoplasmen wachsen zwischen pH 1 und 4 und 
bei Temperaturen von 33 bis 67'C. Thermoplasma acidophilum kann, wie in Beispiel 1 
wiedergegeben, kultiviert werden. UbIichenA/eise wird eine bis zu einer ODgra von ca. 0,6 
gezuciitete Kultur des iVlikroorganismus geerntet und die geemteten IVlikroorganismen 
entweder direkt zur Lipidgewinnung eingesetzt Oder gefriergetrocknet und gelagert. Fur 
die Gewinnung der Tetraetheriipide aus dem Gesamtlipidextrakt von Thermoplasma aci- 
dophilum wird dieser einer Saurehydrolyse unterzogen, um Tetraettier zu produzieren 
(Beispiel 2 und Abb. 7). Oxidation derfreien Hydroxylgnjppen am Tetraether zu Dicar- 
bonsaureverbindungen, Reaktion dieser Dicarbonsaureverbindungen mit SOCb und 
Umsetzung der entstandenen Carbonsaurecliloride mit Aminen resultiert in der Bildung 
verschiedener Tetraetherlipidderivate (Beispiel 3 und Abb. 7). 

Die erRndungsgemaRen TEL-Derivate kOnnen zum Herstellen von Lipofektionsmittein 
venwendet werden. Lipofektionsmittel sind z.B. Liposomen Oder Lipidagglomerate. 
Verfahren zum Herstellen von Liposomen sind allgemein bekannt. Generell wird dabei 
das zur Praparation der Liposomen vorgesehene Lipid zunachst in einem organischen 
Losungsmittel gelost und durch Evaporation ein Lipidfilm gebildet. Der Lipidfilm wird gut 
getrocknet. um samtliche Losungsmittelreste zu entfemen. AnschlieBend werden die 
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Lipide dieses Filmes in einem geeigneten Puffersystem resuspendiert. Fur medizinisch- 
pharmazeutischeZwecke eignet sich z.B. physiologische Kochsalzlosung. pH 7.4. je- 
doch sind andere Puffersysteme (z.B. iVlcllvaine-Puffer). Oder ungepufferte LOsungen. 
wie 2.B. ungepufferte Kaiium- oder Natriumchloridlosungen. ebenfalls verwendbar. Die 
Puffermenge sollte so berechnet sein, da(i sie spater eine Liposomendispersion mit ma- 
ximal 15-20 mg Lipid/ml Puffer ergibt. Durch SchQttein mit der Hand konnen zunachst 
groBe multilamellare Vesikel mit einer Grofienverteiiung im pm-Bereich gebildet werden. 
Die Bildung dieser Vesikel kann durch Verwendung von zwei Glaskugelchen und/oder 
eines Ultraschallbades mit geringer Schallintensitat erieichtert werden. Fur die eigentli- 
che Praparation von unilamellaren Liposomen definierter Grdfie wurden folgende Me- 
thoden getestet und als fur die Herstellung von Liposomen aus erfindungsgemalien 
Tetraetherlipidderivaten geeignet befunden: 

(a) Ultraschallbehandlung: Die Suspension multilamellarer Liposomen wird bei 20 kHz 5 
Minuten beschallt (Branson Sonifer B 15). Es biiden sich Liposomen mit einem 
Durchmesser urn 500 nm. 



(b) Extajsion durch eine French Druckzeiie: Die Suspension multilamellarer Liposomen 

wird bei 16000 p.s.i. viermal in der French Druckzeiie extaidiert (SLM-Aminco Inc.. 
Urbana IL, USA). Es biiden sich Liposomen mit einem Durchmesser urn 120 nm. 

(c) Extrusion durch Polycarbonatfilten Die Suspension multilamellarer Liposomen wird 

durch Polycarbonatfilter definierter PorengroEe extmdiert (LiposoFast"", Avestin. 
Ottawa. Kanada). Bei Verwendung von Filtern mit einer Porengrofle von 100 oder 
200 nm entstehen Liposomen. die in der GroBenverteilung geringfugig oberhalb 
der Porengrolie liegen. Die Extmsion durch Filter dieser geringen PorengroEe 
kann gleichzeitig als Sterllfiltration dienen. sofem alle sonstigen Voraussetzungen 
fur eine Sterilfiltratlon (z.B. exakte Trennung der unsterilen und sterilen Seiten der 
Filtrationsapparatur) eingehalten werden. Urn die eigentliche Filtration zu erleich- 
tern. kOnnen einige Vorbereitungen getroffen werden: 

• 

(ca) Die Suspension multilamellarer Liposomen wird bei 20 kHz zwischen 1 und 5 
Minuten beschallt (s. (a)) 
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(cb) Die Suspension multllamellarer Liposomen wird 1-3 mal gefroren und wieder 

aufgetaut. 

(cc) Die Suspension multllamellarer Liposomen nach (ca) Oder (cb) wird durch ei- 

nen Polycarbonatfilter von 600 bis 800 nm PorengrSfie vorfiltriert. 

Im AnschluB an die Ultraschallbehandlung bzw. Extrusion konnen die Liposomen in einer 
Eppendorfeentrifuge 3200 10 Minuten zentrifugiert werden . um nichtliposomales Mate- 
rial zu entfemen. Intakte, geschlossene Vesikel bieiben im Uberstand. 

Liposomen kfinnen weiter durch Detergenzsolubilisierung mit anschlieliender Deter- 
genzdialyse hergestellt werden. Dazu wird zunaciist wie oben beschrieben ein Lipidfilm 
gebildet. Dieser wird in einem detergenzhaltigen Puffersystem suspendiert (Beispiele 
dialysierbarer Detergenzien; Octyl-p-D-Glucopyranosid oder Octyl-p-D- 
Thioglucopyranosid). Das molare Verhaltnis (TEL-Derivat: Detergenz) sollte bei den ge- 
nannten Detergenzien zwischen 0,05 und 0,3 liegen und die Puffermenge so berechnet 
sein. daB sich spater eine Liposomendispersion mit maximal 15-20 mg Lipid pro ml Puf- 
fer ergbibt. Durcti Schuttein mit der Hand werden Mischmizellen aus Detergenz und 
TEL-Derivat gebildet. 

Die Suspension der Mischmizellen wird nun in Dialyseschlauche. z.B. in eine Lipoprep®- 
Dialysezelle Oder in eine Mini-Lipoprep® Dialysezelle (Diachema AG. Langnau. Schweiz) 
ubertragen und bei RT 24 Stunden dialysiert. Bei Entzug des Detergenz durch die Dialy- 
se bilden sich aus den Mischmizellen Liposomen von etwa 400 nm Durchmesser. 

Die Liposomen-Praparation kann in einer Eppendorfzentrifuge 3200 10 Minuten zentri- 
fugiert werden. um nichtliposomales Material zu entfemen. Intakte. geschlossene Vesikel 
bieiben im Uberstand. 

Die erfindungsgemaiien Lipidagglomerate bestehen aus einer Oder mehreren Schichten 
der erfindungsgemaBen TEL-Derivate. Zwischen jeweils zwei solcher Schichten kdnnen 
sich negativ geladene Molekule. z.B. Nukleinsauremolekule. einlagem. 
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Lipofektionsmittel. diezu 100% aus erfindungsgemaBen TEL-Derivaten bestehen, haben 
sich dabei als auftergewdhnlich stabil, nahezu unbegrenzt lagerfahig und protonenun- 
durchiassig erwiesen. Fur viele Anwendungen. darunter die Formuliemng von Pharma- 
zeutika mit sSurelabilen Wirkstoffen. und die Transfektion von Eukaryontenzellen stellen 
reine TEL-Derivat-Lipofektionsmittel dalier das Mittel der Wahi dar. 

Als vorteilhaft hat sich auch die Herstellung von LIpofektionsmitteIn erwiesen. die neben 
einem Anteii von TEL-Derivat Qbliche Doppelschicht-bildende Phospholipide enthalten, 
wobei dieser Gewichtsprozentanteil auf das Gesamtlipid bezogen ist (Mischliposomen 
bzw. iVIischlipidaggiomerate). Die Herstellung von Mischlipofektionsmittein erfolgt analog 
der Herstellung von reinen TEL-Derivat-Lipofektionsmitteln. 

Bei diesen Doppelschicht-bildenden Phospholipiden kann es sich beispielsweise han- 
deln um Sphingomyeline. Cephaline, Lecithine und Cardiolipin. Bescnders bevorzugt ist 
derZusatz von kationischen Liplden wie DOTMA (N-[1-(2,3-Dioleyloxy)propyl]-N,N.N- 
trimethylammoniumchlorid) (Life Technologies, Gaithersberg, USA) Oder DOTAP (N-[1- 
(2,3-Dioleoyioxy)propyl]-N.N,N-trimethylammoniumchlorid) (Boehringer Mannheim. FRG) 
Oder DOSPER (Boehringer Mannheim). Zur Unterstiitzung der Transfektionseffizienz 
konnen auch neutrale LIpide wie z.B. DOPE (Dioleoylphosphatidylethanolamin) (Sigma) 
in die Herstellung der TEL-Derivatliposome einbezogen werden (Beispiel 5). In einer 
weiteren bevorzugten AusfQhmngsform werden Cholesterin und/oder seine Derivate in 
die Membran eingebaut. DarQber hinaus kann jedes weitere fOr die Bildung von Liposo- 
men Oder Lipidagglomeraten geeignete Lipid herangezogen werden. Der besondere 
Vorteil der erfindungsgemafien Mischlipofektionsmittel ist ihre durch den TEL- 
Derivatantei! verbesserte (erhfihte) Stabilitat, verglichen z.B. mit Liposomen ohne TEL- 
Derivatanteil. 

In den erfindungsgemafien Mischlipofektionsmittein betragt das Verhaltnis von Tetrae- 
therilpidderivat zu weiteren Lipiden bevorzugt 5:1 bis 1:5. In besonders bevorzugten 
Ausfuhrungsformen betrSgtdas Verhaltnis 1:2 bis 1:0,5, besonders bevorzugt 1.1. Alle 
Angaben beziehen sich auf Gewichtsverhaitnisse. 

Im folgenden beziehen sich die Ausdrucke "TEL-Derivatliposom", "Liposom aus reinem 
TEL-Derivat" etc. auf Liposomen, deren Lipidanteil zu 100% aus erfindungsgemalien 
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TEL-Derivaten. bevorzugt TEL aus Thermoplasma acidophilum besteht. Gleiches gilt fur 
die Ausdrticke "Tetraetherlipldderivatagglomerat " und verwandte Ausdrticke. 

"IVlischliposomen" und "IVIisch-Lipidaggiomerate" umfassen zusatzlich herkemmliche 
Phospliolipide. und die Ausdrucke "Liposom" bzw. "Lipidagglomerat" umfassen sowohl 
Liposomen bzw. Lipidagglomerate aus reinen TEL-Derivaten ais auch IVIischliposomen 
bzw. l\/lisch-Lipidagglomerate. 

Die erfindungsgemafien Liposomen einschlieftlich der Miscliliposomen sowie die Li- 
pidagglomerate einschlielSlich der Mischagglomerate konnen als Transportvehikel fur 
Nukleinsauren und/oder kosmetische. phamiazeutische Wirkstoffe dienen. Die erfin- 
dungsgemaften Liposomen und Lipidagglomerate emnoglichen dartiber hinaus einen 
zielgerichteten Gentransfer. Dazu werden Nukleinsauren, z.B. DNA- Oder RNA- 
Sequenzen. die Gene Oder Genfragmente enthalten und in linearer Fonn Oder in Fonn 
von circular geschlossenen Vektoren, die weiteres genetisches Material enthalten kon- 
nen, vorliegen, in reine TEL-Liposomen oder Mischliposomen, reine Lipidagglomerate 
und Mischagglomerate verpackt und den zu transfizierenden Zellen in vitro oder in vivo 
zugesetzt. Wenn die Liposomenmembran bzw. Agglomeratoberflache daruber hinaus 
Antikorper enthait. fQr die entsprechende Proteine oder Peptide auf den mit der Genthe- 
rapie zu enreichenden Zellen vorhanden sind, so wird durch den Kontakt zwischen Anti- 
gen auf der Zielzelle und Antikorper in der Membran des erfindungsgemaBen Liposomes 
bzw. Agglomeratoberflache ein Kontakt zwischen Liposom- bzw. Agglomeratoberflache 
und Zielzelle gefGrdert. 

Die Erfindung betrifft weiterhin eine phanmazeutische Zusammensetzung. die die erfin- 
dungsgemaBen Liposomen oder Lipidagglomerate enthalt 

Die erfindungsgemaUen Liposomen und/oder Lipidagglomerate werden bevorzugt bei 
solchen Wirkstoffen ais Transportvehikel eingesetzt. bei denen eine orale Applikation 
nicht moglich ist. weil diese Wirkstoffe in der sauren Magenflussigkeit inaktiviert oder 
• durch Lipasen oder Peptidasen im Diinndarm abgebaut werden wurden. Die erfindungs- 
gemaiXen Liposomen und Lipidagglomerate sind jedoch saurestabil und konnen deshalb 
ungehindert durch den Magen z.B. in den Dunndarm gelangen und eingeschlossene 
Wirkstoffe. die nach oraler Applikation normalenweise nicht in die Blutbahn gelangen 
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kOnnen, dort zur Resorption bringen. Die Wirkstoffe konnen im waftrigen Lumen des 
Liposoms enthalten sein. zwischen den Schichten der Lipidagglomerate vorliegen Oder 
in diese integriert sein. Sofem es sich bei dem zu transportierenden Wirkstoff um Nu- 
kleinsauren handelt, ist dieser meistens geschutzt im Liposom Oder zwischen den Ag- 
glomeratschichten. In einer weiteren Ausfuhrungsform Ist der Wirkstoff kovalent an das 
im Liposom enthaltene TEL gebunden. Bevorzugte Wirkstoffe sind z.B. Cytostatika, Im- 
munsuppressiva, Immunstimulanzien Oder Impfstoffe sowie Hormone. Die Lokalisiemng 
des Wirkstoffes im Lumen Oder in der Membran ist abhangig von seiner Wasser- bzw. 
LipidlOslichkeit und wird vom Ol/Wasser-Verteilungskoeffizienten bestimmt. Viele Wirk- 
stoffe haben eine intermediare Verteilung, d,h. sowoht eine gewisse Wasser- als auch 
Lipidloslichkeit. gemaH derer sie sich innerhalb eines Liposomes auf Lumen und Mem- 
bran verteilen. Weitere Beispiele fur im Lumen geldste Wirkstoffe sind Impfstoffe, Hor- 
mone und wasserlosliche Anteile bzw. Derivate von Daunorubicin und Doxorubicin bzw. 
von Methylprednisoion. Ein bevorzugtes Methylprednisolonderivat ist dabei das Natrium- 
salz des Methylprednisolon-Hydrogensuccinats. Bevorzugte kovalent gebundene Wirk- 
stoffe sind dagegen beispielsweise Antikorper, Honmone. Lectine und Interleukine Oder 
aktive Fragmente dieser Stoffgruppen. 

Es konnte gezeigt werden, daB die erfindungsgemafJen Liposomen bzw. Lipidagglome- 
rate besonders gut mit Zellmembranen wechselwirken konnen. Nachgewiesen wurde 
Z.B. die Aufhahme von mit dem lipophiien Fiuoreszenz-Farbstoff Rhodamin gekoppelten 
Tetraetherlipidderivaten durch die Zellmembran von Baby Hamster Kidney (BHK)-Zellen 
(s. Abb. 1 und Beispiel 5.2). 

Mit den erfindungsgemSlien Liposomen oder Lipidagglomeraten konnten daher auch 
Tumoren gezielt bekSmpft werden, indem z.B. tumorspezifische Antikorper bzw. Antikor- 
perfragmente in die Liposomenmembran eingebaut werden, die die mit Wirkstoffen ge- 
fullten Liposomen der Lipidagglomerate zielgerichtet in Tumorzellen lotsen. Eine chemo- 
therapeutische Behandlung mit zielgerichtet wirkenden Chemotherapeutika tragt dazu 
bei, unerwunschte Nebenwirkungen drastisch zu reduzieren. 

In einer weiteren erfindungsgemafSen Ausfuhrungsform dienen die erfindungsgemafJen 
TEL-Derivate in reiner Form Oder als Bestandteil von reinen Oder gemischten Liposomen 
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Oder Lipidagglomeraten als Grundlage fOr die Herstellung medizinischer Salben Oder 
Hautcremes. 

Ein weiteres mOgliches Anwendungsgebiet fur die erfindungsgemaiien TEL-Derivate, fur 
Liposomen Oder Lipidagglomerate aus reinen TEL-Derivaten aus Thermoplasma arJdn- 
fifTilum Oder die diese TEL-Derivate enthaitenden IVIIschliposomen Oder Misch- 
Lipidagglomerate ist die Verwendung dieser Substanzen in der medizinischen Diagno- 
stic Dabei konnen z.B. iVIikrotiterplatten mit TEL-Derivaten. TEL-Derivatliposomen oder 
TEL-Derivatmischliposomen beschichtet werden. die durch Konjugation mit spezifischen 
AntikOrpem Oder Antigenen erhalten worden sind. Solcher Art beschichtete Trager kon- 
nen Z.B. fQr die immunometrische Bestimmung von Proteinen. Peptiden oder Stoflwech- 
selprodukten eingesetzt werden. 

Die folgenden Abbiidungen und Beispiele eriautem die Erfindung. 
Besclireibunq der Abbildunoen 

Abbildung 1 : zeigt mikroskopische Aufnahmen von BHK-2ellen, die mit Rhodamin- 
gekoppeltem Tetraetheriipidderivat B (10 |jg/ml) 70 iVIin vorinkubiert 
worden sind. 

Abbildung 1A ist eine Phasenkontrastaufnaiime. 

Abbildung 1 B zeigt die Fluoreszenz. aufgenommen mit roten Emissions- und griinen 
Extinktionsfiltem. 



Abbildung 2 zeigt die Ethidiumbromidfluoreszenz von DNA-Tetraetheriipidderivat- 
Komplexen bei unterschiedlichen DNA:Lipidvertialtnissen. Der der Ab- 
bildung zugainde liegende Versucli ist im Beispiei 4.2.2 beschrieben. 

Abbildung 3 zeigt ein mit Ethidiumbromid angefarbtes Agarosegel (1 %), auf dem 
DNA/Tetraetheriipidderivat-Komplexe mit unterschiedlichen molaren 
Verhaitnissen von DNA zu Tetraethertipid elektrophoretisiert worden 
sind. Bei der aufgetragenen DNA handelt es sich um pSV-lacZ. das 
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PCT/EP98/0S264 



verwendete TEL-Derivat war Verbindung B. Mit denVerbindungen A und 
C sind glelche Ergebnisse erhalten worden. 

Die Spuren zeigen im einzelnen: 



Spur 1: GrSBenmarker (X,Hindlll: 23130. 9416, 6557, 4361, 2322. 2027, 
6634 und 125 bp) 



Spur 2: molares DNA-Lipidverhaitnis von 1 
Spur 3: molares DNA-UpidverhSltnis von 1 
Spur 4: molares DNA-Lipidverhaitnis von 1 
Spur 5: molares DNA-Lipidverhaltnis von 1 
Spur 6: molares DNA-Lipidverhaitnis von 1 



0 

0,7 
1.4 
2.1 
:2.8. 



Abbildung 4: zeigt die Effizienz der Transfektion von BHK-Zellen mit dem Tetraether- 
lipidderivat B bei einer konstanten DNA-Konzentration von 1,4 [jg/ml, in 
Abhangigkeit von der Lipidkonzentration im l\/ledium. Mit den Verbin- 
dungen A und C sind gleiche Ergebnisse erhalten worden. 

Abbildung 5: zeigt den Zeitverlauf der Expression von p-Galactosidase nach Inkuba- 
tion von BHK-Zellen mit Tetraetheriipidderivat-Komplexen, die das fur p- 
Galactosidase kodierende Plasmid pSV-lacZ (Promega) enthielten. Es 
wurden 1 ,2 pg DNA und 5 pg Tetraettierlipidderivat B pro Transfekti- 
onsansatz eingesetzt. Mit den Tetraetheriipidderivaten A und C sind 
gleiche Ergebnisse erhalten worden. 

Abbildung 6: zeigt die Transfektionseffizienz von reinen Tetraetheriipidderivat- 

Liposomen im Vergleich zu Mischiiposomen mit DOPE (molares Ver- 
haitnis 1:1), PC (molares Verhaltnis 1:1) und MPL (molares Verhaitnis 
Tetraetherlipidderivat B zu MPL wie 1:2) (MPL: "main phospholipid" aus 
ThermoDlasma acldoohilum . Gesamtphosphoiipidfraktion, s. 
PCT/EP97/0101 1). Die Ergebnisse mit den Derivaten A und B sind ver- 
gieichbar. 
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Abbildung 7: zeigt das Reaktionsschema zur Synthase verschiedener TEL- 

Derivate.Der Tetraethermakrozyklus ist dabei durch das jeder Formel 
zentrale Rechteck dargesteilt Im einzelnen zeigt: 

Abb. 7a die Umsetzung eines naturlichen Tetraetherlipides, zB. isoliert aus Thermo- 
plasma acidophilum, mit 1 molar Salzsaure in Methanol zur Entfemung der 
Zuckerreste zur Dihydroxylverbindung (2). Verbindung (2) wird anschlieSend 
zur Dicarbonsaure (3) umgesetzt. 

Abb. 7b zeigt die Umsetzung der Dicarbonsaure (3) zum entsprechenden Dicarbonsau- 
rechlorid (4). Das Dicarbonsaurechlorid dientals Eduktfurdie Umsetzung mit 
Aminen. GemalX Reaktion 4a wird mit 1,3-Diaminopropan zum Tetraetherlipid- 
derivat (A) umgesetzt. GemafJ Reaktion Nr. 4b erfolgt die Umsetzung des Di- 
carbonsSurechlorides mit 3-Dimethylaminopropylamin zum Tetraetherlipidderi- 
vat B. 

Abb. 7c Das Tetraetherlipidderivat B reagiert mit Dimethylsulfat zum Tetraetherlipidderi- 
vat C. 



Beispiel 1 

Kultivierunq unci Konservierunq von Thermoplasma acidophilum 
1.1 Medium 

Das Kulturmedium fur Thermoplasma acidophilum setzt sich aus Freundt'schem Medium 
(Christiansen et al., (1975)), einer 20%igen (w/v) Glucoselosung und einer 20%igen 
(w/v) Hefeextraktldsung (Difco) zusammen. Das Freundfsche Medium wird in situ bei 
120X sterilisiert, der 10 l-Fermenter 25 min und der 50 l-Fermenter 45 min. Die Gluco- 
se- und Hefelosungen werden separat 10 min bei 1 10X sterilisiert und erst unmittelbar 
vor der Inokulation dem Medium beigefugt. 
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1.1.1 FQr die Inokulation mit Gefrierzelien werden 94 Vol.-% Freundt'schem Medium 5 
Vol.-% Glucoseiasung und 1 Vol.-% Hefeextraictldsung zugefugt. 

1.1.2 Fur die Beimpfung mit einer Suspensionskultur werden 84 Vol.-% Freundt'sches 
Medium, 6% Glukoseiasung und 1% Difcoiesung wie oben vereint. 

1.2 Inokulation 

2.1 Im Fall der Kultur aus Gefrierzelien werden dem in 1 .1 beschriebenen Medium 1 ml/1 
Gefrierzelien zugesetzt Die lag-Phase betragt 2 bis 3 Tage. 

2.2 Fur Kulturen mit Suspensionskultur-lnokulum werden dem in 1 .2 beschriebenen Me- 
dium 10 Vol.-% Suspensionskultur zugesetzt. Die lag-Phase betragt in diesem Fall nur 
wenige Stunden. 

1.3 Kultivieruna von Thermoplasma acidophilum 

Thermoplasma acidophilum wird bevorzugt in 10 I- oder 50 l-Fennentern gezuchtet. Alio 
Fermentertelle mOssen aus SchwefelsSure-festem Material sein. z.B. Braun Biostat S (10 
I. Glaskorpus). Braun Biostat 50 D (50 1, Edelstahlkorpus). 

Ausgehend von Gefrierzelien. die wie unten beschrieben konserviert worden sind, kann 
ein 10 l-Fennenter ohne vortnerige Flaschenzucht direkt angeimpft werden. Die Nor- 
malbedingungen bei der Fermenterzucht sind 59"C und pH 2. Nach Enreichen einer opti- 
schen Dichte von 0,4 (bei 578 nm) wird das erste Mai 1 Vol.-% Hefeextraktlosung nach- 
gefQhrt, ein weiteres Mai nach welteren 8 Stunden. Die Zugabe von Hefeextrakt lalSt den 
pH im Medium ansteigen und wird durch Zugabe entsprechender Mengen von 1 M 
Schwefelsaure kompensiert. Nach En-eichen einer optischen Dichte (578 nm) von 0,6 bis 
0.7 werden 5 I der 10 l-Femfienteri<ultur als Inokulum fur einen 50 l-Fermenter entnom- 
men. Dieser wird wie Qblich kultiviert. wobei nach 20 und 28 Stunden jeweils 1 Vol.-% 
Hefeextrakt zugefQhrt wird. Nach En-eichen der stationaren Phase wird 1 Literals Inoku- 
lum ftir einen weiteren 1 0 l-Fermenter verwendeL 
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Thermoplasma acidophilum wachst obligat aerob. hohe Sauerstoffkonzentrationen sind 
fQr das Wachstum jedoch nicht vorteilhaft. Die Sauerstoffregulation wird auf 0.02 bis 0.03 
vvm (Volumen BelQftung pro Volumen Medium pro IViinute) im 10 l-Fermenter und auf 
0.04 wm im 50 l-Fermenter eingestellt Wahrend des Wachstums nimmt der Sauerstoff- 
gehalt des Mediums konstant und rapide bis unter die Grenze der MelJbarkeit ab. muft 
aber nicht gegenreguliert werden. Der pH wird walirend der Kultivierung laufend gemes- 
sen und bei pH-Veranderungen reguliert 

1 .4 Zellemte 

Das Wachstum von ThennoDlas ma acidophilum en-eicht die stationare Phase nach ca. 
40 Stunden (OD578 von ca. 0,6). Die Emte sollte daher nach ca. 40 Stunden bei einer 
ODs78 von 0.6. maximal 0.7 erfolgen. 

Die Zellkuitur aus einem 10 i-Femnenter wird in einer Heraeus-Stockzentrifuge 15 Minu- 
ten bei 3000 x g zentrifugiert, der Oberstand wird verworfen. der Niederschiag wird in 
Freundt'scher Lesung resuspendiert. Die Suspension wird 10 Minuten in einer Christ- 
zentrifuge bei maximaler Umdrehungszahl (4500 Upm. entsprechend in etwa 3000 x g) 
zentrifugiert, der Vorgang noch mindestens zweimal wiederholt. wobel Freundt'sche L6- 
sung durch schwefelsaures Aqua bidest., pH 2. ersetzt wird, bis das Pellet weiB ist. 
SchlieUlich wird die weiGe ZellnaBmasse in Aqua bidest. suspendiert, in Metha- 
nol/Trockeneis eingefroren und bis zur Gewichtskonstanz gefrlergetrocknet. 

Die Zellkuitur des 50 l-Fennenters wird mittels eines Pellcon-TangentialfluS-Filtersystems 
zur Emte auf ein Volumen von 2 I konzentriert. Dieses Konzentrat wird mit schwefelsau- 
rem destiliiertem Wasser, pH 2. gewaschen, bis das Filtrat War und ungefarbt ist. Nun 
wird die konzentrierte Zellsuspension zentrifugiert (s.o.). das Pellet in Aqua bidest. re- 
suspendiert. rezentrifugiert, resuspendiert. eingefroren und bis zur Gewichtskonstanz 
gefriergetrocknet. 

■1 .5 Qptische Kontroll e der Reinheit der Thermoplasma acidophiium-Kultur 



Im Lichtmikroskop erscheint Thermoplasma acidophilum nach obiger Kultur mit einer 
Zelldichte von 10' Zellen/ml in meist isodiametrischer Form mit einem Durchmesser zwi- 
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schen 1 und 3 ^Jm. einige Zellen haben pleiomorphes Aussehen. Nach Laserlicht- 
Streumessungen im Malvern particle sizer liegt das Maximum der GroUenverteilung bei 
2.3 pm. Gefrierbruch-elektronenmikroskopisch erscheinen die Zellen meist rund. pleio- 
morphe Zellen welsen LSngsachsen zwischen 1 ,1 und 2.7 pm und Querachsen urn 0,6 
Mm auf. Die Zellen zeigen ein typisches Bruchverhalten. das sie von den meisten ande- 
ren Zellen unterscheidet; sie brechen senkrecht (quer) zur Membranebene, entlang der 
Kohlenwasserstoffketten und nicht entlang der inneren Grenzflache der Doppelschicht 
(tangential). 

Bei den gegebenen Wachstumsbedingungen (59°C. pH 2) konnen nur wenige Organis- 
men in die Kultur einwachsen. z.B. Bacillus acidocaldarius . Zuchtung bei pH 1,5 verhin- 
dert auch dies, ist allerdings mit einem Ausbeuteverlust hinsichtiich der gewunschten 
Lipidkomponente verbunden. Somit liegt das Zuchtungsoptimum bei pH 2 unter Einhal- 
tung moglichst steriler ("keimreduzierter") Bedingungen. 

1 .6 Konservierunq 

Die Konservlerung von ThennoDlasma acidoohilum erfolgt bei -80°C Oder in flussigem 
N2. Zur Konservierung wird eine aktive Kultur {8-10 1) durch Zugabe von Caiciumcarbo- 
nat auf pH 5,0-5,5 eingestellt. Nach Sedimentation von Calciumsulfat und uberschussi- 
gem Calciumcarbonat (mindestens 30 min ruhig stehenlassen) wird der Uberstand ab- 
gehoben und unter sterilen Bedingungen 15 min bei 3000 x g zentrifugiert. Der Uber- 
stand wird venworfen, und die Thenmoplasma acidophilum -Zellen des Pellets werden in 
frisch zubereiteten 10 mM Natriumcitratpuffer. pH 5,5, resuspendiert. Die Suspension 
wird auf Eis in Cryocups auf 0,5 bis 3.0 ml portionrert. die Cryocups werden eine Stunde 
in flQssigem Stickstoff eingefroren und anschlieliend darin Oder bei -SOX aufbewahrt. 

Zur Kultivierung werden die Cryocups mit den Zellen im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. 

Es ist unbedingt notwendig. dafi die Konservieoingsschritte steril durchgefuhrt werden, 
da der pH von 1-2, der bei der Kultivieaing das Einwachsen der meisten Mikroorganis- 
men verhindert. nicht eingehalten wird. 



19 



Beispiel 2 

Extratction und Reiniaung der Tetraeth e rlioide aus Thermoplasma acidophilum 

2.1 Extraktion von Gesamtlipid 

Die Extraktion von Gesamt-Lipid wird mit gefriergetrocknetem Material durchgefuhrt. Da- 
zu werden 8 bis 10 g gefriergetrocknete Zellmasse mit 300 ml eines Petrolether(Fraktion 
60 bis 80'C)/2-Propanol-Gemisches (77:23 v/v) in einer Soxhletapparatur 
(rekurrierendes. geschlossenes System) 40 Stunden unter RuckfluB kontinuierlich ex- 
trahiert. Die beschriebene Extraktion ist nahezu quantitativ und fuhrt zu ca. 1 g reiner 
Gesamtlipidfraktion. 

750 mg der Gesamtlipidfraktion aus Thermoplasma acidophilum werden in 800 ml einer 
1 M HCI-LOsung in Methanol 10 h unter RQckfluUkuhlung gekocht. Nach Verdampfen 
des LOsungsmittels wird der Ruckstand in 100 ml CHCI3 gelost und mit H2O gewaschen 
(5 x 100 ml). Die CHCb-Fraktion wird verdampft und der ROckstand chromatographisch 
Qber Kieselgel (Kieselgel. Merck; Elutionsmittel CHCI3) aufgetrennt. Die Fraktionen wer- 
den gesammelt und auf TLC-Platten analysiert (Laufmittel; CHCIa/Methanol 9:1), wobei 
bereits isolierte Tetraetlier als Standard dienen (Freisleben et al.. 1993, Appl. Microbiol. 
Biotechnol.. 40. 745-52). Nach Verdampfen des Elutionsmitteis betragt die Ausbeute ca. 
390 mg Tetraetherlipide. 

Beispiel 3 

Herstellun g der Tetraethernpidderivate A. B und C 

3.1 Herstellen von Dicarbonsaureverbindunaen 

80 mg Tetraetherlipide werden unter Ruhren in einer Losung von 1 mg 4-Methoxy- 
TEMPO Radikal in 2 ml CH2CI2 bei 4-C gel6st (J. Org. Chem.. 1985. 50. S. 1332). 5 ml 
Natriumhypochlorid (0.35 M, pH 8,6) werden der Losung zugesetzt und die Mischung fur 
5 Min bei 4-C krafUg gertihrt Nach Zugeben von 30 ml CHCI3 wird die organische Phase 
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5 mal mit 30 ml 0.25 M HCI gewaschen. Die organische Phase wind verdampft und der 
RQckstand auf Silicagel chromatographisch aufgetrennt (Elutionsmittel: CHCIa/Metha- 
nol/Essigsaure 100:5:0.1). Die Fraktionen werden gesammeit und auf TLC-Piatte analy- 
siert (Laufmittel: CHCIa/Methanol/EssigsSure 100:5:01). Nach Verdampfen des Eluti- 
onsmittels werden ca. 47 mg Dicarbonsaure-Verbindung aus den entsprechenden Frak- 
tionen gewonnen (ca. 50% Ausbeute). 

3.2 Herstellen von Dicarbonsaurec hlorid 

— — ^— — — — — _ ( 

45 mg der Dicarbonsaure-Verblndung werden in einer Losung von Thionylchlorid (100 

in 5 ml trockenem CH2Ci2 gelOst und refiuxiert. Nach ca. 6 Stunden ist das L6- 
sungsmittel verdampft Das entstandene Dicarbonsaurechlorid kann ohne weitere Reini- 
gungsschritte eingesetzt werden. 

3.3. Herstellen von TEL-Derivaten 

3.2.1 Tetraetherlipidderivat B 

50 [i\ 3-Dimethylaminopropylamin werden einer Losung von ca. 45 mg Dicarbonsau- 
rechlorid in 5 ml trockenem CH2CI2 zugesetzt. Nach 5 Min wird die Mischung fOnfmal mit 
30 ml Waisser gewaschen, das LOsungsmittel evaporiert und der Ruckstand chromato- 
graphisch auf Kieselgel aufgetrennt (Elutionsmittel: CHCIj/Methanol/Essigsaure. 
80:20:0,5). Die Fraktionen werden gesammeit und auf TLC-Platten mit dem gleichen 
Laufmittel wie oben genannt analysiert Aus den Fraktionen. in denen das Tetraetherli- 
pidderivat A festgestellt wird. wird das Losungsmittel verdampft. Das Verfahren fuhrt zu 
ca. 35 mg Derivat B. 

3.2.2 Tetraetherlipidderivat A 

Derivat A wird durch ein ahnliches Verfahren gewonnen. bei dem anstelle von 100 pi 3- 
Dimethylaminopropylamin 100 pi 1.3-Diaminpropan eingesetzt werden. 



3.2.3 Tetraetherlipidderivat C 
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Derivat C wird gewonnen. indem Derivat B in einer LSsung aus 10 pi Dimethylsulfat in 
CH2CI2 (5 ml) geldstwird. Nach 20 h wird das LOsungsmittei verdampft, der Ruckstand in 
10 ml CHCI3 gelSst und dreimal in je 20 ml 0.1 M HCI gewaschen. Nach Evaporieren der 
organischen LSsung warden ca. 10 mg Derivat C gewonnen (Ausbeute ca. 95%). 

3.4 Herstellen eines F luoreszenz-marklerten Tetraetherlipidderivates 

Zur KJarung der Frage. ob die erfindungsgemaiSen positiv geiadenen Tetraettierilpidderi- 
vate in Zellen eindringen konnen. ist ein neues fluoreszierendes Tetraetherlipidderivat 
synthetisiert worden. 

Fluoreszenz-markiertes Tetraetherlipidderivat wird gewonnen, indem 2 mg Rhodamin- 
isothiocyanat und 5 pi Triethylamin einer LSsung von 2 mg Derivat A in 2 ml trockenem 
CH2CI2 zugesetzt werden. Nach 15 h wird die Losung funfmal mit 30 ml Wasser gewa- 
schen, das Ldsungsmittel evaporiert und der Ruckstand chromatographisch auf Kiesei- 
gel aufgetrennt (Elutionsmittel: CHCIa/Methanol/EssigsSure, 80:20:0.5). Die Fraktionen 
werden gesammelt und Proben davon auf TLC-Platten analysiert Die Fraktionen. die 
das fluoreszierende Lipid enthalten. werden vereint und das Ldsungsmittel verdampft. 
Das Verfahren fOhrt zu ungefahr2 mg Tetraetherilpid-Rhodamin. 

Beispiel 4 

Herstellung von Lipofektionsmittel 

4.1 Leeres Lipofektionsmittel 

Fur die Herstellung von Lipofektionsmittel werden die Tetraetheriipidderivate A. B Oder C 
verwendet. Zur Bildung von Lipofektionsmittel wird das Tetraetheriipidderivat jeweils in 
Chlorofonn/Methanol (1/1. v/v) gelSst (2 mg/ml). Durch Verdampfen des Losungsmitteis 
entstehtein Lipidfllm. Der Lipidfilm wird In Puffer A (150 mM NaCI. 50 mM Hepes. pH 
7,4) bei RaumtemperaturfQr 48 h hydratisiert (Endkonzentration 0,5-2 mg Lipid/500 pl 
Puffer A). anschlielSend in einem Ultraschallbad (Branson 1210) 15 Min beschallt und 
schlieBlich 10 Min bei Raumtemperatur mit einer Ultraschallspitze (Branson B15. "cycle 
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mode", Position 40) beschallt. Die Lipidldsung in Puffer A erscheint trtib ohne Aggregate 
Oder erkennbare Prazipitate. 

4.2 DNA-Lipofektionsmittelkomplexe 

4.2.1 Verfahren 

Zum Herstellen von DNA-Llpofektionsmittelkomplexen werden 3-5 jjI in Puffer A supen- 
dierte Lipide (1 mg/ml) in 100 |j| serumfreiem Medium gelost. 1-2 |jg DNA (1 mg/ml) wer- 
den in 100 |j| serumfreiem Medium verdunnt. Die beiden Losungen werden vorsichtig 
gemischt und 15 Min bei Raumtemperatur inkubiert. urn DNA-Llpidkomplexe zu bilden. 
Typischenrt^eise treten keine Aggregate bei der Komplexbildung auf. Vor jeder Transfek- 
tion werden 800 pi serumfreies Medium zugesetzt, so dafi ein Endvolumen von 1 ml er- 
reicht wird. 

4.2.2 Nachweis der Bilduno der DNA-Lipofektionsmittelkomplexe 

Die Bildung der DNA-Lipofektionsmittelkomplexe wurde fluorometrisch untersucht Es ist 
bekannt, daB die Bildung von Komplexen aus DNA und kationischen Lipiden die Bin- 
dung von Ethidiumbromid an DNA verhindert (Gershon et al., Biochemistry 32, 7143- 
7151. 1993), Da die Fluoreszenz von Ethidiumbromid-DNA-Komplexen der Menge freier 
DNA in LOsung proportional ist, kann dieses Verfahren verwendet werden. urn DNA- 
Lipidkomplexe zu quantifizieren. Dazu wurden DNA-Lipidkompiexe aus Tetraetherlipid- 
derivat B und pSV-lacZ mit unterschiedlichen Tetraethertipidderjvat:DNA-Verhaltnissen 
in 1 ml 150 mM NaCI. 50 mM Hepes, pH 7,4, vorgebildet Anschlieliend wurde Ethidium- 
bromid bis zu einer Endkonzentration von 1 0"^ M zugefugt. Die Fluoreszenz von Ethidi- 
umbromid-DNA-Komplexen wurde durch Anregen bei 518 nm und Messen der Emission 
bei 605 nm verfolgt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 2 gezeigt und weisen daraufhin, 
daft die Bildung von DNA-Tetraetherlipidderivat-Komplexen bei einem molaren Verhalt- 
nis von 1:1 auftritt. 

Die Bildung der Komplexe wurde au(ierdem unter Verwendung von 1%-igen Agarosege- 
len gezeigt. in diesem unabhangigen Test wird die Bildung von DNA- 
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Tetraetherlipidderivat-Komplexen durch das Verschwinden freier DNA sichtbar gemacht 
(Abbildung 3, Spur 4). 

Diese Ergebnisse. die mit zwei voneinander unabhangigen Versuchen erhalten worden 
sind. weisen darauf hin, daft die Bildung von Tetraetherlipidderivat-DNA-Komplexen bei 
einem molaren Verhaltnis von 1:1 auftritt. 

Beispiel S 

Transfektion mit Tetr aetherlioidderivat-enthaltendem Lipofektionsmittei 
5.1 Transfektion mit pSV-lacZ 

Transfektionen werden mit einem pSV-lacZ-Plasmid (Promega) als Reportergenkon- 
strukt durchgefQhrt. 1x10^ BHK (Baby Hamster Kidney)-Zellen werden auf Flatten mit 6 
Vertiefungen platUerL Nach 24 h Inkubation bei 37'C in COa-begaster Atmospliare en-ei- 
clien die Zellen eine Dichte von 25-50% und kQnnen fDr die Transfektion eingesetzt wer- 
den. Direkt vor der Transfekfion werden die Zellen mit 2 ml semmfreiem Medium gewa- 
schen. 1 ml der den DNA-Lipidkomplex enthaltenden L6sung (s. Beispiel 4.2) wird zuge- 
setzL Nach 5 h wIrd das die DNA enthaltende Medium durcli normales Wachstumsme- 
dium. das 10% Semm enthait. ersetzt. Kurzere Inkubationszeiten (2-4 h) fuiiren eben- 
falls zu erfolgreichen Transfektionen. 

19 h nach der Transfektion werden die Zellen einmal in PBS gewaschen, mit eiskaltem 
Methanol (-20'C) fixiert. dreimal mit PBS gewaschen und fQr 16 h in einer Losung aus 4 
mM Ferrycyanid (Sigma). 1 mM MgCIz, 0.1% X-gal (Roth) in PBS. pH 7.4 inkubiert. urn 
die Expression von p-Galactosidase nachzuweisen. 

Die Transfonnationseffizienz der Tetraetherlipidderivate A. B und C wurde mit den kom- 
merziell erhSltlichen Transfektionsmittein Lipofectin® und Lipofectamin® (Gibco/BRL) 
verglichen. Die Transfektlonseffizienz wurde dabei als Prozentsatz blauer Zellen, bezo- 
gen auf die Gesamtzellzahl. angegeben. Der Vergleich zeigte. daft die Transformati- 
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onseffizienz fur alle erfindungsgema(Sen Verbindungen in der gleichen GroRenordnung 
wie fur die kommerziellen Agenzien lag. 

Unter Verwendung des Plasmides pSV-lacZ wurde femer das optimale Verhaltnis von 
DNA zu Lipid bestimmt Dabei wurden die besten Transfektionsergebnisse mit einem 
molaren Verhaltnis von 1:1 DNA/Lipid erhalten (Abbildung 4). Das Maximum der p- 
Galactosidase-Expression wurde 19 h nach dam Beginn der gemeinsamen Inkubation 
der Zellen mit den DNA-Lipidkomplex beobachtet. Wie in Abbildung 5 gezeigt wird, be- 
trug unter diesen Bedingungen die Transfektionseffizienz 12%, bezogen auf die Ge- 
samtzahl der eingesetzten Zellen. 

5.2 Transfektton mit fluoreszierenden Tetraetherlipidderivaten 

Eine Fluoreszenz-markierte Lipofektionsmitteisuspension wird hergestellt durch Beschal- 
len von 1 mg einer Mischung aus Tetraetherlipidderivat A, B oder C und Tetraetherlipid- 
Rhodamin {s. Beispiel 3.3) (100:1 molares Verhaltnis) in 1 ml eines Puffers aus 150 mM 
NaCI, 50 mM Hepes, pH 7.4. Die Lipidkonzentrationen von Rhodamin-markierten Lipo- 
somen oder DNA-Lipidkomplexen reicht von 10-100 pg/ml. Die Zellen werden 70 Min bei 
38**C mit den Rhodamin-markierten Lipofektionsmittel inkubiert. dreimal mit PBS gewa- 
schen und anschlieSend in einem "reverse fluorescent microscope" analysiert. 

Die Analyse zeigte eine diffuse Fluoreszenz, die im Zytoplasma der Zellen zu beobach- 
ten war (Abbildung 1). Dieses Ergebnis eriaubt die Schlulifolgerung, daB die erfmdungs- 
gemalien Tetraetherlipidderivate die Zelimembran durchqueren. 

6. Transfektionseffizienz von Mischlipofektionsmittel 

In der Literatur ist gezeigt worden (Feigner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 84, 7413-7417, 
1987). dafi durch Mischen von Lipofectin® mit DOPE (Sigma) (1:1, w/w) erhohte Trans- 
fektionsraten erzielt werden kOnnen, Deshalb wurde der Einfluli des Zusatzes verschie- 
dener Lipide zu den erfindungsgemalienTetraetherlipidderivaten auf die Effizienz der 
Zelltransfektion untersucht. 
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Im einzelnen wurde zugesetzt MPL (Gesamtphospholipidfraktion aus Thermoplasma 
acidophilum). PC (Phosphatidylcholin) und DOPE (Dioleylphosphatidylethanolamin). Da- 
bei wurde beobachtet, da(i das Mischen der erfmdungsgemaaen Tetraetherlipidderivate 
A. B bzw. C mit MPL in einem Verhaitnis von1:1 (w/w) die Transfektionseffizienz nicht 
beeintrachtigt, wahrend die iVIischung der erTindungsgemafien Tetraetherlipidderivate mit 
MPL be! einem Mischungsverhaitnis von 1 :2 (molares Verhaitnis Tetraetherlipidderi- 
vat/MPL) die Transfektionseffizienz stark beeintraciitigt. Eine Mischung aus erfindungs- 
gemauen Tetraetherlipidderivaten mit DOPE (molares Verhaltnis von 1:1) erhoht die 
Transfektionseffizienz. wflhrend eine Mischung von Tetraetherlipidderivat mit PC 
(molares Verhaltnis von 1:1) sie emiedrigt. 



Aus diesen Versuchen geht hervor. daft DOPE ein vieiversprechender Zusatz zum 
Tetraetherlipidderivat A ist. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6 graphisch dargestellt. 
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1 . Tetraetherlipidderivat der allgemeinen Formel I: 



HC — 



o — CH^ 




wobei und gleich Oder verschieden sein konnen und jeweils die folgende 
Bedeutung haben: 



O 
II 

C — N 
I 

H 



X — N 



R' 



kann -NR^R^ oder -N®R^R=R^ bedeuten 



und X^ kOnnen gleich oder verschieden sein und sind jeweils unabhan- 
glg voneinander ausgewahit aus der Gruppe, die ein verzweig- 
tes Oder unverzweigtes Alkylen oder Alkenyien mit 2 bis 20 Koh- 
lenstoffatomen umfaUt; 



R^ bis R® konnen gleich oder verschieden sein und sind jeweils unabhan- 
gig voneinander ausgewahit aus der Gmppe. die umfafSt: Was- 
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serstoff, verzweigte oder unverzweigte AlkyI-, Alkenyl-, Aralkyl- 
Oder Arylgruppen mit 1 bis 12 Kohlenstoffatomen, wobei jeweils 
einer der Reste bis R^ weiter einen Antikorper gegen 
Zelloberfiachenmoiekule Oder einen Liganden fur Zelloberfla- 
chen-Rezeptoren umfassen kann; und 
kann sine ganze Zahl zwischen 0 und 10 bedeuten, 



sowie durch Bildung von Pentazyklen im Tetraethergrundgertist gebildete Modi- 
fikationen davon. 

Tetraetherlipidderivat nach Anspruch 1. wobei und gleich sind. 

Tetraetherlipidderivat nach Anspruch 1 oder 2, wobei ein Alkylen oder Alkeny- 
len mit 2 bis 10. bevorzugt mit 3 bis 6 Kohlenstoffatomen ist. 

Tetraetherlipidderivat nach einem der Anspnjche 1 bis 3, wobei ein Alkylen 
Oder Alkenylen mit 2 bis 10, bevorzugt mit 3 bis 6 Kohlenstoffatomen ist. 

Tetraetherlipidderivat nach einem der Ansprtiche 1 bis 4, wobei n 0 bis 3, bevor- 
zugt 0 ist 

Tetraetheriipidderivat nach einem der Anspruche 1 bis 5. wobei Y jeweils 
-NR^R^ ist und wobei R^ und R^ aus der Gruppe ausgew^hlt sind. die umfaBt: 



Tetraetheriipidderivat nach einem der Ansprtiche 1 bis 5, wobei Y jeweils 
-N®R^R^R^ ist und wobei R^ R^ und R^ gleich oder verschieden sein konnen und 
aus der Gnjppe ausgewahit sind, die umfalit: 



'H, -CH3. -CzHsund -C3H7. 



-H. -CH3. -CaHsund -C3H7. 
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Tetraetherlipidderivat nach Anspruch 1 mit der Formel A: 





wobei = ist und bedeutet 
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O 

II 

-C -N - (CH,)3-N(CH3), (B) 
H 



1 0. Tetraetheriipidderivat nach Anspruch 1 mit der Formel C: 



s' 




wobei = ist und bedeutet 



N - (CH,)3 - N®(CH3)3 (C) 
H 

1 1 . Liposom, enthaltend ein Oder mehrere Tetraetherlipidderivate gemaft einem der 
AnsprOche 1 bis 10. 

12. Liposom nach Anspruch 1 1 , enthaltend weitere Doppeischicht-blldende katloni- 
sche Oder neutrale Lipide. 
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13. Liposom nach Anspruch 12, enthaltend das kationische Lipid DOTMA und/oder 
DOTAP und/oder DOSPER. 



14. Liposom nach einem der Anspruche 11 bis 13. enthaltend das neutrale Lipid 
DOPE und/oder Choiesterin. 



Lipidagglomerat, enthaltend ein Oder mehrere Schichten einer oder mehrerer 
Tetraetherlipidderivate nach einem der Ansprtjche 1 bis 10. 

Lipidagglomerat nach Anspruch 15, enthaltend weitere Doppelschicht-bildende 
kationische oder neutrale Lipide. 

Lipidagglomerat nach Anspmch 16. enthaltend das kationische Lipid DOTMA 
und/oder DOTAP und/oder DOSPER. 



Lipidagglomerat nach Anspaich 16, enthaltend das neutrale Lipid DOPE und/oder 
Choiesterin. 



19. Liposom nach einem der Anspruche 1 1 bis 14 Oder Lipidagglomerat nach einem 
der Anspruche 15 bis 18. wobei das Gew.-Verhaltnis von Tetraetherlipidderivat zu 
weiteren Liplden 5:1 bis 1:5 betragt 

20. Liposom oder Lipidagglomerat nach Anspruch 19, wobei das Gew.-Verhaltnis von 
Tetraetherlipidderivat zu weiterem Lipid zwischen 1:2 und 1:0.5, bevorzugt 1:1 
betragt 



21 . Liposom nach einem der Anspruche 1 1 bis 14 oder Lipidagglomerat nach einem 
der Ansprtjche 15 bis 18. enthaltend weiterhin Nukleinsauremolekule. 

22. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend Liposomen nach einem der An- 
spruche 11 bis 14 Oder Lipidagglomerate nach einem der Anspruche 15 bis 18 
und physiologisch vertragliches Verdtinnungsmittel. 
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23. invjtro-Transfektionskit. enthaltend Liposomen nach einem der Anspruche 1 1 bis 
14 und/oder Lipidagglomerate nach einem der Anspruche 15 bis 18 sowie geeig- 
nete Puffer. 



Verwendung von Liposomen nach einem der Anspruche 11 bis 14 Oder von Lipi- 
dagglomeratennach einem der Anspruche 15 bis 18 zum Herstellen eines iVIedi- 
l<amentes fQr die Gentherapie an Saugem. 



Verwendung von Liposomen nach einem der Anspruche 11 bis 14 oder eines 
Lipidaggiomerates nach einem der Ansprtiche 15 bis 18 zur Transfektion eu- 
karyontischer Zellen in vitro. 
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Abb. 1 
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Abb. 2 

Bildung von DNA-Tetraetherlipidderivatkomplexen 




Konzentration des Tel-Derivates B (pM) 
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Abb. 3 
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Abb. 4 




Lipidkonzentration im Medium 
pg/ml 
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Abb. 5 



Zeitverlauf der Expression von p-Galaktosidase 
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Zeit nach Inkubation (h) 
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Abb. 6 
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Abb. 7a 
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Abb. 7b 



(Reaktion Nr. 3) 
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Abb. 7c 



(Reaktion Nr. 4B) 
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